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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Anregung und Bestimmung einer Lumineszens von 
einem Analyten, der sich im Kontakt mit der Oberfache der wellenleitenden Schicht eines 
Schichtwellenleiters befindet, bei dem man auf nicht-evaneszente Weise im Volumen des 
Analyten eine Lumineszens erzeugt. die aus dem Nahbereich an der Oberflache der wellen- 
leitenden Schicht in die wellenleitende Schicht des Schichtwellenleiters eingedrungene Lu- 
mineszensstrahlung zur optischen Messanordung fuhrt, vorzugsiweise uber wenigstens ein 
Auskoppelelement fur die Lumineszensstrahlung. und dann das Lumineszenslicht zum Bei- 
spiel optoelektronisch misst. Die Erfindung betrifft auch eine Messvorrichtung zur Durchfuh- 
rung des Verfahrens, und eine Sensprplattforni. 

In der Affinitatssensorik werden zur spezifischen Erkennung eines Analyten in einer Probe, 
welche aus einem komplexen Stoffgemisch besteheh kann, .und zur Bindung der Analytmole- 
kule an der Oberflache des Wellenleiters. im Berejch der Eindringtiefe des evaneszenten Fel- 
des, biochemische Erkennungselemente entweder direkt oder iiber eine Haftvermittiungsschicht 
auf der Wellenleiteroberflache immobilisiert. Zum Nachweis des Analyten wird die Probe in L6- 
sung, entweder im Stopp und FluR oder im Durchfluss. mit den auf der Wellenleiteroberflache 
immobilisierten Erkennungselementen in Kontakt gebracht. 

Auf dem Gebiet insbesondere der biochemischen Analytik sind in jungerer Zeit planare Wel- 
lenleiter zur Erzeugung und Detektion evaneszent angeregter Strahlung entwickelt worden. Im 
evaneszenten Fejd wird im Kontakt mit einer Analytprobe eine Lumineszens. zum Beispiel Fluo- 
reszens, erzeugt, deren Messung eine qualitative oder quantitative Bestimmung von Substan- 
zen auch in sehr niedrigen Konzentrationen eriaubt. Die isotrop in den Raum austretende eva- 
neszent angeregte Strahlung wird optoelektronisch mittels geeigneter Messvonichtungen wie 
zum Beispiel Photodioden, Photomultiplier oder CCD-Kameras bestimmt. Diese Methode ist 
zum Beispiel in der WO 95/33197 offenbart. Es ist auch moglich, den in den Wellenleiter zuruck 
gekoppelten Anteil der evaneszent angeregten Strahlung uber ein diffraktives optisches Ele- 
ment, zum Beispiel ein Gitter, auszukpppein und zu messen. Diese Methode ist zum Beispiel in 
der WO 95/33198 beschrieben. Zur gleichzeitigen oder aufeinanderfolgen Durchfuhrung von 
Mehrfachmessungen sind Vorrichtungen (Arrays) bekannt geworden, in der auf einer Sensor- 
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plattform wenigstens zwei Wellenleiter angeordnet sind, die getrennt mit Anregungslicht ange- 
steuert werden, siehe zum Beispiel WO96/35940. 



Die bekannten Messmethoden stellen hohe Anfordeaingen an die Positiorijerungsgenauigkeit 
des Anregungslichtes im Bezug auf die Einkoppelelemente, um eine ausreichende Lichtein- 
kopplung und damit Empfindlichkeit zu erzielen. Die Verwendung von Justierkomponenteh ist 
daher uneri^sslich, was den technischen Aufbau kompliziert und was sich besonders bei der 
Konstruktion von Arrays bemerkbar macht. 

Zudem ist man auf die Verwendung von im wesentlichen koharenten Lichtes beschrankt, um die 
Positionierung auf die Konstanten der Einkoppelelemente und wie zum Beispiel diffraktiven 
Gittem abzustimmen. / 

Fur klassische, hochmultirnodale Wellenleiter, wie beispielsweise Multirnode-Kappilaren. -Glas- 
fasem Oder -Glasplattchen kann das Problem der hohen Pbsitionieruhgsanforderungeh fur die 
Einkopplung des Anregungslichts umgangen werden durch Anwendung des sogenannten "Lu- 
mineszenz-Konzentrationsprinzip, wie es beispielsweise in Sensors and Actuators B 38 bis 39 
(1997), S. 96 bis 102 und S: 300 bis 304 beschrieben ist. Hier werden jedoch:bptische Wel- 
lenleiter verwendet, die aus dem Substrat selbst bestehen (ohne zusatzlichie hoherbrechende 
Schicht). das sich in einer Umgebung mit niedrigerem Brechungsindex befindet, und bei denen 
durch die geometrische Form eine Totalreflexion ermoglicht wird. Es wird beschrieben. dass das 
Lumineszenzlicht von auf der Substratberflache aufgebrachten Emissionsquellen wie Polymer- 
membrane mit einem eingebetteten Indikatorfarbstoff unter einem grbssien Raumwinkel gesam- 
melt, und dann im Giassubstrat zu einem an der Stimseite des Wellenleiters befindlichen Detek- 
tor gefuhrt. Typischenweise werden solche Indikatorfarbstoffe in hohen, beispielsvyeise millimo- 
laren Konzentrationen eingesetzt. Zur Messung sehr niedriger Nachweiskonzentrationen sind 
solche dicken, als multimodale Wellenleiter verwendete Glasubstrate nieht geeignet. 

Es wurde nun uberraschend gefunden, dass sich auch im Falle von optischen Schichtwel- 
lenieitern, bestehend aus einem transparenten Trager und einer hochbrechenden wellenlei- 
tenden Schicht, das Prinzip des "Lumineszenzkollektors" anwenden lasst und somit die mit 
der Einkopplung des Anregungslichts verbuhdenen Probleme vollstandig vermieden wer- 
den, wenn man die Anregungsstrahlung ohne Verwendung von Einkoppelelemeneten we- 
nigstens teilweise direkt auf das Volumen der Analytprobe zur Erzeugung der Lumineszens 
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richtet, zum Beispiel in einer Auflicht- Oder Transmissionsanordnung. Die im Nahbereich der 
Oberflache der wellenleitenden Schicht in der Analytprobe erzeugte Lumineszensstrahlung 
wird uberraschend in einem messbaren Ausmass in die wellenleitende Schicht etngekop- 
pelt, und kann zum Beispiel an der Stirnseite von optischen Fasern oder planaren Wel- 
lenleitern oder iiber Auskoppelelemente bei planaren Wellenleitern optoelektronisch erfasst 
werden. Im ferneren Analytvolumen erzeugte Lumineszens wird uberraschend praktisch 
nicht in die wellenleitende Schicht gekoppelt, wodurch Im Analyten erzeugte storende 
Lumineszensstrahlung ausgeschalten wird und eine nahezu hintergrundfreie Messung mit 
hoher raumlicher Selektivitat, hoher Effizienz und hoher Empfindlichkeit ermoglicht wird. 

Unter Schichtwellenleitern werden im Rahmen der Erfindung Schichtstrukturen aus einem 
transparenten Substrat, wie zum Beispiel Glas, Quartz oder Kuhststoffen wie Polycarbonat. 
mit^ niedrigerem Breehungsindex als die auf einer Oberflache aufgebrachten hochbre- 
chende wellenleitende Schicht mit einem Breehungsindex von zum Beispiel mindestens 1 .8. 
Die Dicke der wellenleitenden Schicht ist vorzugsweise so ausgewahlt. dass sie nur eine 
einzige Oder nur einige wenige (zum Beispiel bis zu 3) diskrete Moden von Licht einer 
bestimmten Wellenlange fuhren konnen. Die Schichtwellenleiter werden im folgenden ab- 
gekurzt auch als Wellenleiter bezeichnet. 

Es wurde ferner uberraschend gefunden. dass nicht nur durch optische Strahlung ahgereg- 
te Lumineszens, sondern sogar durch andere Mechanismen erzeugte Lumineszens wie 
zum Beispiel Chemie-, Tribo-, Bio- oder Elektrolumineszens. mit Schichtwellenleitern opto- 
elektronisch gemessen werden kann. und somit eine neue Methode zur hochempfindlichen 
Bestimmung solcher Lumineszensstrahlung zur Verfugung gestellt wird. 

Die direkte Bestrahlung der sich mit der Wellenleiteroberflache im Kontakt befindenden 
Analytprobe bietet zum Beispiel folgende Vorteile: 

sehr empfindliche Detektion mit Hilfe einer konventioneller Epifluoreszensanregung ent- 
sprechenden Konfiguration. 

Venvendung koharenter oder nichtkoharenter Strahlungsquellen. da die Lumineszens nicht 
durch das evaneszente Feld von in einer wellenleitenden Schicht gefuhrtian Ahregungs- 
strahlung erzeugt wird/ sondern im Nahbereich zur Oberflache der wellenleitenden Schicht 
eines Wellenleiters erzeugte Lumineszensstrahlung gemessen wird, 
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Unterscheidung zwischen Volumenlumineszens und im optischen Nahbereich erzeugter 
Lumineszensstrahlung, was eine Messung in truben Analytproben wie zum Beispiel Blut, 
Serum Oder Reaktionsmischungen ermoglicht. ^[ 
Jgeringe Anfprdexungen an die Pos^ 

geringerer technischer Aufwand bei der Verwendung yon Sensorplattformen mit wenigstens 
zwei getrennten wellenleitenden Bereiclien (Sensorfeldern) fur Simultanmessungen. 
nahezu hintergrundfreie Detektion durch eine vom Ort der Anriegung raumlich vollstandig 
getrennte Detektionsposition, 

technisch einfache Realisierung von Array-Formaten wie zum Beispiel einem Mikrotiterplat- 
tenformat unter Anpassung an genormte Grossen, , 
wirtschaftliche, kostengunstige Herstellung auch kompakter Formen von Sensorsysternen. 
da an optisch-mechanisclie Justiervorrichtungen geringere Anforderungen gestellt werden, 
Verwendung preiswerter, beliebig wahlbarer und kommerzieller Lichtquellen, wobei der 
Wellenlangenbereich durch Filter gegebenenfalls eingestellt wird. 

Verwendung von Ahregungslicht mit einer Wellenlange von <450 nm und Mogiichkeit der 
Anregung soga^r mit UV-Licht, 

Verwendung von Sensorplattformen mit offenen Aussparungen im nl- bis jxl-Bereich fur die 
Probenaufnahme, 

Verwendung von Schichtwellenleitern, 

geringere Energiedichte der Anregungsstrahlung unter Schonung der Analytproben. 

Ein erster Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Anregung und Bestimmung einer 
Lumineszens in einer Analytprobe. die sich mit der wellenleitenden Schicht eines optischen 
Schichtwellenleiters in Kontakt befindet, das dadurch gekennzeichnet ist, dass man die Lu- 
mineszens durch nicht-evaneszente Anregung im Volumen der Analytprobe erzeugt, und 
die im Nahbereich der Oberflache der wellenleitenden Schicht erzeugte Lumineszensstrah- 
lung nach dem Eindringen in besagte wellenleitende Schicht zu der Messvorrichtung leitet 
und bestimmt. < 

Im Nahbereich der Oberflache der wellenleitenden Schicht (im folgenden als optisches Nah- 
feld. bezeichnet) bedeutet zum Beispiel einen Abstand von hochstens etwa einer Wel- 
lenlange des Lumineszenslichts, bevorzugt von hochstens einer halben Wellenlange, und 
besonders bevorzugt von hochstens etwa einer viertel Wellenlange von der Oberflache der 
wellenleitenden Schicht. 
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Die Lumineszens, zum Beispiel eine Fluoreszens. kann auf verschiedene Weise angeregt 
werden. Im Bereich der Probenaufnahme konnen Elektroden angeordnet sein. mit denen 
man unter Aniegung eines elektrischen Feldes eine Lumineszens anregt. Eine Chemilu- 
mineszens kann in der Analytprobe mittels Kombination geeigneter Chemikalien erzeUgt 
werden. Die Anregung von Lumineszens erfolgt bevorzugt optisch dutch die direkte (ohne 
Einkbppelelemente), nicht-evaneszente Bestrahlung der Analytprobe mit Licht geeigneter 
Wellenlangen. Der Wellenlangenbereich kann zum Beispiel vom kurzwelligen UV bis zum 
nahen IR reichen, bevorzugt von 200 bis 2000 nm, bevorzugter. von 250 bis 1400 nm. und 
besonders bevorzugt 250 bis 1000 nm. Eine evaneszente Lumineszensanregung mit UV- 
Licht unter Verwendung von planaren Wellenleitern mit Einkoppelelementen ist nur einge- 
schrankt moglich, da Gitterperioden unter 300 nm zur Einkopplung der UV-Strahlung iiur 
untfer grossem Aufwand herstellbar sind. und weiterhin UV-Strahlung im Wellenleiter sehr 
stark gedampft wird. Das erfindungsgerriasse Verfahren ermoglicht uberraschend zum ein- 
en die Verwendung von UV-Licht, und zum anderen die Ausnutzung der Eigenlumineszens 
von zu bestimmenden Molekulen mittels UV Bestrahlung der Analytprobe, so dass gegebe- 
nenfalls keine Luminophor-Labels wie zum Beispiel Fluorophor-Labels eingesetzt werden 
mussen. 

Es kann sowohl koharente wie nicht-koharente Strahlung und somit beliebige, zum Beispiel 
eine polychromatische Lichtquelle. verwendet werden. Die Strahlung kann mit Linsen oder 
Spiegein fokussiert und/oder mittels Filtern konnen engere Wellenlangenbereiche einge- 
stellt werden. Es kann auch polarisierte Strahlung verwendet werden. Geeignete Strah- 
lungsquellen sind zum Beispiel Laser, Diodenlaser. und Weisslicht von Leuchtdioden oder 
L6ucht-und Gluhlampen, wie zum Beispiel Halogen- oder Quecksilberdampflampen. 

Optische Schichtwellenleiter sind in grosser Vielzahl bekannt und teilweise kauflich. Fiir das 
erfindungsgemasse Verfahren konnen diese unterschiedliche geometrische Formen aufwei- 
sen, zum Beispiel optische Fasern, zylinderformige Korper oder planare Wellenleiter. Das 
Tragermaterial mit niedrigerem Brechungsindex kann aus Kunstoffglasern (zum Beispiel 
Polycarbonat) oder anorganischen Glasern (Glaser. Quarz, Si02) und die vyellenleitende 
Schicht mit hoherem Brechungsindex aus Kunststoffen oder Metalloxiden wie Ta205. TiOa. 
ZnO, HfOg, ZrOg oder NbjOs ausgewahit sein. Bevorzugt sind Wellenleiter mit sehr dunnen 
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wellenleitenden Schichten und hohem Brechungsindex, in denen nur wenige (zum Beispiel 
1 bis 3) Moden gefuhrt werden. 



Die Djcke der wel[enleitenden Schicht kann etwa 50 nm bis 2000 nm. bevorzugt 80 nm bis 400 
nm, ganz besonders bevorzugt 100 bis 200 nm betragen. Die optimale Auswahl der Schicht- 
dicke ist abhangig von der vyellehlange der zu detektierenden Lumineszenz. Bevorzugt betragt 
sie 50 nm bis zu einer Wellenlange. besonders bevorzugt von 50 nm bis zu einer halben Wel- 
lenlange. ganz besonders bevorzugt von ^O nm bis zu einer viertel Wellenlange. Gleichzeitig 
werden wellenleitende Schichten. mit einem moglichst hohen Brechungsindex, d. h. vorzugs- 
weise von mindestens 1.8, besonders bevorzugt von mindestens 2.0 und ganz besonders be- 
vorzugt vpn mindestens 2.2 bevorzugt. Mit diesen Parametenwerten wird en^eicht, dass das ppti- 
sche Nahfeld direkt an der Qberflache des Wellenleiters besonders stark ist und mit dem Ab- 
stand von der Wellenleiteroberflache besonders stark abfallt, was zu einer sehr wirksamen und 
raumlich hochspezifischen (d. h. im wesentlichen auf wenige 100 nm, von der Oberflache be- 
schrankten) Einkopplung der Lumineszenz in den yVellenleiterfuhrt. 

Planare Wellenleiter sind mit wenigstens einem Auskoppelelement. fur die Lumineszens- 
strahlung versehen, zum Beispiel Prismen oder bevorzugt diffraktiven E|ementen. 

Unter diffraktiven Elementen werden Auskoppelelemente. f ur Lichtstrahlung verstanden, Haufig 
werden Gitter venwendet, die auf verschiedene Weise hergestellt werden konnen. Weit ver- 
breitet ist die Gitterherstellung mittels photolithographischer Aetztechniken. Weiterhin konnen 
solche Gitter in dem transparenten Trager und/oder der wellenleitende Schicht angeordnet sein 
und bei der Formgebung oder nachtraglich eingepragt werden. Es ist auch moglich, solche 
Gitter mittels ablativer Verfahren (Laserbestrahlung) zu erzeugen. Andere Herstellungsverfahren 
sind holographische Aufzeichnungen,oder Einlagerung von lonen durch lonenbeschuss. Die 
Anpassung der Gitterparameter wie Modulationstiefe. Verhaltnis Steg zu Nut und Gitterperiode 
an die Wellenlange der Lumineszenstrahlung fur eine optinnierte Auskopplungseffizienz sind be- 
kannt. Die Dicke der wellenleitenden Schicht kann 100 bis 200 nm betragen. Die Modulations- 
tiefe kann 5 bis 100 nm, bevorzugt 5 bis 60 nm betragen. Das Verhaltnis von Modulationstiefe 
zu Dicke der wellenleitenden Schicht ist bevorzugt kleiner als 0.5. Die Periode der diffraktiven 
Elemente (Beugungsgitter) kann zum Beispiel von 200 bis 1000 nm betragen. 
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Planare Wellenleiter sind bekannt und kauflich, Sie konnen ein Oder mehrere sich gegen- 
uberliegende diff raktive Elemente zur Auskopplung der angeregten Lumineszenzstrahlung 
aufweisen. Zur Detektion von Lumineszenz einer einzigen Emissionsbande sind die diff rak- 
tiven Elemente bevorzugt monodiffraktiy ausgebildet. Sollen Lumineszenzen unterschiedli- 
cher Wellenlange detektiert werden. so sind die diffraktiven Elemente bevorzugt multidif- 
fraktiv ausgebildet. Multidiffraktive Gitterkoppler, zur Verwendung in Messanbrdnungen zur 
Detektion von Anderungen des sogenannten effektiven Brechungsindex im evaneszenten 
Feld eines Wellenleiters, sind ebehfalls bekannt und beispielsweise In der WO 95/14225 
beschrieben. . - ^ 

Die einzelnen Linieh der diffraktiven Elemente konnen gerade oder gebogen und im Falle 
nur eines vorliegenden diffraktiven Elementes auch kreisformig ausgebildet sein. Wehn 
zwei diff raktive Elemente vorhanden sind, konnen diese gleiche Gitterkonstanten aufwei- 
sen, oder verschiedene Gitterkonstanten, um zum Beispiel das abgestrahlte Lumineszenz- 
licht auf nur einen Detektor zu richten. ' 

Bei der Durchfuhrung des erfindungsgemassen Verfahrens kann ein Teil oder das gesamte 
Volumen einef Ahalytprobe bestrahit werden. Die Bestrahlung kann in einem schragen VVin- 
ket, bevorzugt im rechten Winkel zur Wellenjeiterdberfl^che erfplgen. Je nach Verwendung 
von optischen Fasern oder planaren Wellenleitern konnen die Messvorrichtungen unter-^ 
schiedlich ausgebildet und angeordnet sein. 

Bei Verwendung von optischen Glasfasern kann das Verfahren so durehgefuhrt werden, 
dass man deri Analyten in eine Messzelle gibt, zum Beispiel eine Kuvette. die geschldssen 
Oder als Durchflusszelle ausgebildet sein kann. Eine oder mehrere Glasfasern konnen mit 
einem als Messkopf ausgebildeten Verschluss verbunden sein. Die zur Stirhseite einer 
Glasfaser gefuhrte Lumineszensstrahlung kann dann dptoelektronisch gemessen werden; 
Die Bestrahlung der Ahalytprobe kann durch die kuvette erfolgeri, gegebenenfalls uber ein 
pptisches Fenster. Es kann ein Teil oder das gesamte Volumen einer Analytprobe bestrahit 
werden. Die Bestrahlung kann in einem schragen Winkel, bevorzugt im rechten Winkel zur 
Glasfaser erfolgen. 
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Bei Verwendung von planaren Wellenleitern wird die Anordnung der Strahlungsquelle, De- 
tektionselemente und Probenaufgabe hauptsachlich durch die Planaritat des Wellenleiters 
bestimmt. 

Bei planaren Wellenleitern ist im allgemeinen das fur die Aufnahme eines Analyten vorge- 
sehene Element, zum Beispiel ein Probenbehaltnis in Form einer Vertiefung, im Kontakt 
zum Wellenleiter auf der wellenleitenden Schicht integriert. Die Probenbehaltnisse konnen 
hierbei ein Volumen von 0.1 nl bis 100 ^1 und bevorzugt 10 nl bis 10 (il aufWeisen. Die Pro- 
benbehaltriisse konnen nach oben offen oder geschlossen sein, wobei es sich bei der 
zweitgenannten Ausbilduhgsform urn Durchfjusszellen handelt. Die planaren Wellenleiter 
mit aufgebrachten Probenbehaltnissen werden im folgenden als Sensorplattform bezeich- 

Die optischen Koppelelemente, vorzugsweise ausgebildet als diffraktive Gitter, konnen in- 
nerhalb und ausserhalb der Probenbehaltnisse angeordnet sein. Hieraus ergeben sich un- 
terschiedliche Anforderungen an die Ejgenschaften der mit der wellenleitenden Schicht in 
Kontakt gebrachten zweiten Schicht, in der die Probenbehaltnisse erzeugt sind, Liegeh die 
optischen Koppelelemente innerhalb der Probenbehaltnisse. so ergeben sich keine weite- 
ren besonderen Anforderungen an die optischen Eigenschaften und ihre Anordnung bezug- 
lich der Lage und Ausrichtung diffraktiver Gitter als optischer Koppelelemente. Zur Vermin- 
derung eines moglichen optischen Ubersprechens zwischen benachbarten Sensorfeldern 
auf einer Sensorplattform ist die zweite Schicht in diesem Fall vorzugsweise absorbierend 
bei der zu detektierenden Lumineszenzwellenlange. 

Befinden sich die optischen Koppelelemente ausserhalb der Probenbehaltnisse und sind 
damit vollstandig von der zweiten Schicht bedeckt. was den Vorteil der Gewahrleistung 
stabiler Auskoppelbedingungen hat, so muss die zweite, mit der Wellenleiteroberflache in 
Kontakt stehende Schicht zumindest bei der Wellenlange der zu detektierenden Lumines- 
zenzwellenlange mindestens bis zur Eindringtiefe des evaneszenten Feldes gefuhrten Lu- 
nnineszenzlichts, d. h. mindestens bis zu mindestens einer Wellenlange, vorzugsweise bis 
zu mindestens 10 Mikrometern, transparent sein. Bei dieser Anordnung befindet sich die 
Umrandung der Probenbehaltnisse vorteilhaft in einem Abstand von 1 Mikrometer bis zu 
einem Zentimeter, bevorzugter von 5 Mikrometern bis zu 5 mm von dem oder den diffrak- 
tiven Elementen. Vorzugsweise weist die in Kontakt mit der Wellenleiteroberflache stehen- 
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de zweite Schicht in diesem Bereich eine moglichst niedrige Oberflachenrauhigkeit von 
beispielsweise weniger als 2 nm RMS auf und hat einen luckenlosen Kontakt mit der Wel- 
lenleiteroberflache. um eine Erhohurig von Streuverlusten ah"gefuhrtem Lumineszenzlicht 
zu vermeiden. 

Die Orientierung der Gitterlinien im Falle diffraktiver Gitter als Koppelelemente ist vorzugs- 
weise im wesentlichen gleichgerichtet zum Verlauf der Umrandung der Probenbehaltnisse. 
Im Falle von geschlossenen. zum Beispiel kreisformigen oder elliptischen, diffraktiven Ele- 
menten befinden sich die Probenbehaltnisse vorzugsweise in deren Mitte. Inri Falle von zwei 
Oder mehreren unterbrochenen diffraktiven Elementen befinden sich die Probenbehaltnisse 
vorzugsweise in der Mitte zwischen gegenuberliegenden diffarktiven Elementen. 

Die Sensorplattformen konnen so ausgebildet sein, dass sie aus nur einem Wellenleiter mit 
diffraktiven Elementen bestehen, oder sie konnen als ein- oder zweidimensionale Anord- 
nung von wenigstens zwei Wellenleitern mit diffraktiven Elementen bestehen. wobei eineu 
beliebige Anzahl von Wellenleitern mit diffraktiven Elementen hinter- und/oder nebeneinan-- 
der ahgeordnet sein kann. zum Beispiel bis zu TOO oder mehr, vorteilhaft 2 bis 50 pro Reihe 
und / Oder Zeile. Diese Anordnungen konnen zum Beispiel rechteckig oder rund sein. Ins- 
besondere wenn die Probenbehaltnisse nach oben offen sind. konnen vorteilhaft die 
ausseren Abmessungen der Sensorplattformen und die Anordnung der Probenbehaltnisse 
der Form bekannter und gegebenenfalls genormter Mikrotiterplattenformen entsprechen, 
wobei die Anzahl der Probenbehaltnisse auf einer Sensorplattform vorzugsweise ein ganz- 
zahliges Vielfaches von 96 als dem traditionellen Standard fiir Mikrotiterplatten ist. 

In diesem Zusammenhang kann bei Verwendung von ein- oder zweidimensionalen Anord- 
nungen von wenigstens zwei Wellenleitern mit diffraktiven Elementen (Arrays) auf Pro- 
benbehaltnisse verzichtet werden. und die zu untersuchende Analytprobe direkt auf den 
Messbereichen (Sensorfeldern) der wellenleitenden Schicht aufgebracht werden, Hierfur 
konnen bekannte l\/lethoden wie zum Beispiel das Aufbringen mit Mikropipetten oder Tinten- 
strahldruckern angewendet werden. . 

Die Herstellung der Sensorplattformen mit offenen Probenbehaltnissen kanri nach an sich 
bekannten Verfahren erfolgen, zum Beispiel photolithographisch mittels photopolymerisier- 
barer Schichten, die auf der wellenleitenden Schicht aufgebracht werden. gegebenenfalls 
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^ uber eine haftvermittelnde Zwischenschicht, wobei diese zumindest bei der zu detektieren- 
den Lumineszenzwellenlange transparent sein muss, sofern sich die diffraktiven Elemente 
ausserhalb der Probenbehaltnisse befinden. Eine andere Moglichkeit besteht in der Anwen- 

-.dung von Vakuumbedampf ungsverfahren durcli eine Maske, mit denen :eine Vielzahl von 
Materialien aufgetragen werden kann. vor allem Oxide wie zum Beispiel Si02 Oder AI2O3. 
Eine weitere Moglichkeit besteht in der Anwendung von Ablationsverfahren. wie zum Bei- 
spiel Atzverfahren, mit Hilfe einer Maske und/oder Laserbestrahlung. Die Verfahren konnen 
auch kombiniert werden. 

Bei Sensorplattformen mit ein^ Oder zweidimensionalen Anordnungen von mehr als einem 
mit diffraktiven Elementen .zur Lumineszenzauskopplung ausgestatteten, in einer durchge- 
henderi wellenleitenden Schicht gebildeten Sensorelementen kann es zweckmasig seiri. dje 
Wellenleituhg zwischen benachbarten Sensorelementen durch Auftragung von mindestens 
bei. der zu detektierenden Lumineszenzwellenlange absorbierenden Schichten zu unterbre- 
chen. Die Auftragung der absorbierenden Schichten kann beispielsweise durch Aufstrei- 
chen Oder Aufdrucken geschehen. Weiterhin kann dieses durch Aufdampfen von Metalloxi- 
den, unter Anwendung von Vakuumbeschichtungsverfahren, erfolgen. Oder unter Venven- 
dung von lichtabsorbierenden Materialien, wie zum Beispie! mit Kohlenstoff Oder ge- 
schwarzten Materialien gefullten Zwischenaussparungeri in der die Probenbehaltnisse ent- 
haltenden Schicht in Kontakt mit der Wellenleiterobertlache. Hiermit werden Storungen 
durch Ubersprechen von Anregungs- und / oder Lumineszenzlicht unterdruckt. 

Die einzelnen Sensorelemente konnen auch durch eine Unterbrechung der wellenleitenden 
Schicht um das besagte Sensorelement getrennt werden, um Storungen durch Uberspre- 
chen zu vermeiden. Die Unterbrechung kann durch einfaches Entfernen der wellenleiten- 
den Schicht in einem schmalen Bereich um das Element erzielt werden, zum Beispiel me- 
chanisch mittels Kratzen, mittels Atzverfahren oder Bestrahlen mit einem Laser. Weiterhin 
kann die Unterbrechung der wellenleitenden Schicht unter Venwendung von Masken bereits 
beim Aufbringen der wellenleitenden Schicht erreicht werden. 

Femer ist es moglich, Deckschichten aus einem fur die Lumineszenzstrahlung und 
gegebenenfails auch fiir die Anregungsstrahlung wenigstens im Bereich. der Eindringtiefe 
des evaneszenten Feldes gefiihrten Lumineszenzlichts, vorzugsweise bis zu wenigstens 10 
Mikrometern, transparenten Materialien, sofern die diffraktiven Elemente ausserhalb der 
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Probenbehaltnisse liegen, vorzufertigen, gegebenenfalls mit wie oben beschriebenen licht- 
absorbierenden Bereichen ausserhalb des Bereichs der Sensorfelder und der zugehorigen 
diffraktiverTEIenriehte, und dann mit der wellenleitenderTSchicht zu verbinden, gegebenen- 
falls mit Hilfe eines Haftvermittlers, fur den dieselben Anfordemngen an Transparenz oder 
Absorptionseigenschaften, in Abhangigkeit von der Lage bezuglich der diffraktiven Ele- 
mente, gelten. 

Bei der Durchfuhrung des erfindungsgemassen Verfahrens mit planaren Wellenleitern kann 
die Analytprobe von ausserhalb, das heisst vor oder zwischen den Auskoppelelementen di- 
rekt in einem geneigten oder vorzugsweise rechten Winkel, bezogen auf den Wellenleiter. 
(a) von oben durch die Analytprobe in Richtung zur wellerileitenden Schicht und durch den 
Wellenleiter oder (b) vorzugsweise von unteri durch den Wellenleiter, aus Richtung des 
Tragermaterials, bestrahit werden. Dabei kann es von Vorteil sein. durch Einsatz von Spie- 
geln auf der Einstrahlungsrichtung gegenuberliegenden Seite der Sensorplattform einen 
zweifachen Durchgang des Anregungslichts durch die Probe zu erzeugen. sofern durch die :: 
Gestaltung der optischen Anregungsgeometrie eine Erhohung von auf die Detektionsein- 
heiten fallendem Streulicht vermieden wird. Bei nach oben geschlossenen Probenbehaltnis- 
seh der Sensorplattform und Einstrahlung des Anregungslicht aus Richtung des Tragerma- 
terials kann beispielsweise die Oberseite der Ausnehmungen verspiegelt werden. Bei 
Einstrahlung des Anregungslichts von oben durch die Analytprobe kann die Aussenseite 
des Tragermaterials im Bereich der Probenbehaltnisse und zwischen den diffraktiven Ele- 
menten verspiegelt werden. 

Die gleichzeitige Bestrahlung ein- oder zweidlmensionaler Arrays von Sensorelementen 
kann beispielsweise unter Verwendung eines grossflachig (zur gleichzeitigen Bestrahlung 
eines zweidimensionalen Arrays) oder elliptisch oder spaltformig (zur gleichzeitigen Be- 
strahlung eines 1-dimensionalen Arrays) aufgeweiteten Lichtstrahls erfolgen. Dieses ist al- 
lerdings mit der Erzeugung unterschiedlicher Einstrahlungsintensitaten auf den verschie- 
denen Sensorelementen verbunden, was beispielsweise bei Verwendung von Lasern oder 
Laserdioden im wesentlichen auf deren gaussformiges Strahlprofil zuruckzufuhren ist und 
bei der Auswertung der erzeugten Lumineszenzsignale beriicksichtigt werden muss. Eine 
gleichmassigere Einstrahlungsintensitat auf den verschiedenen Sensorelementen kann 
beispielsweise durch Vervielfaltigung eines einzigen Anregungslichtstrahls. vorzugsweise 
von eihem Laser oder einer Laserdiode, mittels eines Dammann-Gitters oder eines Mikro- 
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linsen-Arrays,. erreicht werden. Mittels eines Dammann-Gitters zur Erzeugung eines ein- 
oder zweidimehsionalen Arrays einzelner Anregungsstrahlen aus einer einzelnen Licht- 
quille kann eine sehr gleichmassige Intensitat der Einzel-Anregungsstrahlen "erreicht wer- 
den. Spfern ein zahlenmassig sehr grosses Array von Sensprejementen. beispiejsvyeise 
von 100 Oder mehr Sensorelementen. gleichzeitig beleuchtet werden soil, kann bei 
Verwendung kompakter und damit im allgemeinen relativ leistungssschwacher (bezuglich 
der Anregungsintensitaten) Anregungslichtquellen dje Intensitat der Einzelstrahlen sehr ge- 
ring werden, was die. erreichbaren Nachweisgrenzen des Verfahrens verschlechtern kann. 
Diesem kann einerseits durch die Venwendung leistungsstarkerer, aber im allgemeinen 
auch grosserer Anregungslichtquellen begegnet werden. 1st zugleich eine Miniaturisierung 
der Messanordnung erwunscht, so ist die Verwendung von Arrays miniaturisierter Laser;dio- 
den als Anregungslichtquellen bevorzugt. Geeignet sind beispielsweise Arrays von kanten- 
emittierenden Laserdioden. wie sie denzeit in einem spektralen Bereich oberhalb von etwa 
600 nm kommerziell erhaltlich sind. Ganz'besonders bevorzugt, insbesondere zur Verwen- 
dung mit Sensorarrays sehr hoher Dichte. sind sogenannte oberflachenemittierenden Ver- 
tikal-Kavitats-Laserdioden (Vertical Cavity Surface Emitting Laserdiodes, VCSEL's). wie sie 
beispielsweise in den MINAST-News 2/1997, Seiten 13 und 14 beschrieben sind. Diese 
Laserdiodeh-Arrays zeichnen sich durch eine Vielzahl fur den erfindungsgemassen Einsatz 
sehr gunstiger Eigenschaften aus: 

- sehr hohe Konversionseffizienz des Laserstroms in emittiertes Laserlicht und damit 
verbundene relativ niedrige Warmeerzeugung, was eine hohe Packungsdichte auf einer 
Plattform. insbesondere bei zusatzlicher Verwendung von Kuhlelemeriten, an die ent- 
sprechend relativ niedrige Anspruche bestehen. eriaubt; 

- sehr kieine Abmessungen der emittierenden, Laser-Apertur im unteren Mikrometerbereich, 
was zusammen mit der vertikalen Anordnung der Laserkavitat auf dem Trager und mit der 
moglichen hohen Packungsdichte eine extreme Miniaturisierbarkeit der Messanordnung 
eriaubt; 

- sehr niedrige Variation der Emissionsintensitaten von auf einem einzigen Wafer herge- 
stellten VCSEUs und Moglichkeit der selektiven Ansteuerung bei entsprechender Ausle- 
gung der Steuer-Elektronik; 

- sehr geringe Offnungswinkel des Emissionskegels bei Venwendung kleiner Austrittsoff- 
nungen und monomodale Emission bis zu Millivvatt-lntensitaten bei Einsatz geringer An- 
steuerungsstrome; 
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- niedrige Herstellungskosten pro Einzel-VCSEL durch gleichzeitige Herstellung einer 
grossen Anzahl von VCSEL's auf einem einzigen Wafer. 

Der im Nahfeld des Wellenleiters erzeugte Anteil der im Analytvolumen angeregten Lumi- 
neszenzstrahlung koppelt wenigstens teilweise in den Wellenleiter, wird in diesem gefuhrt 
und an den optischen Koppelelementen ausgekoppelt. Das ausgekoppelte Lumineszenz- 
licht kann dann auf optoelektronische Detektionselemente gerichtet und gemessen werden. 

Da, neben der Abhangigkeit von der Dicke der wellenleitenden Schicht. die Starke des 
evaneszenten Feldes gefuhrter Moden zusatzlich abhangig ist von deren Polarisation 
(transversal elektrisch, TE, oder transversal magnetisch, TM), was auch fur den ahnlichen 
physikalischen Gesetzen unterliegenden Mechanismus der Eihkopplung (des Eindringens) 
von im Nahfeld des Wellenleiters erzeugter Lumineszenz gilt, kann es von Vorteil zur 
Steigerung der Empfindlichkeit sein, das heisst zur Erreichung tieferer Nachweisgrenzen, 
die an den diffraktiven Elementen ausgekoppelte Lumineszenz polarisationsselektiv zu de-c 
tektieren. Dieses wird dadurch erieichtert. dass die Auskopplung von Lumineszenzlicht 
gleicher Wellenlange. aber unterschiedlicher Polarisation (TE oder TM) unter deutlich un- 
terschiedlichen Winkein erfolgt. Insbesondere im Falle der Auskopplung spektral breit- 
bandiger. d.h. unter einem breiten Kegel ausgekoppelter. Lumineszenz. kann es von Vorteil 
sein, im Strahlengang der ausgekoppelten Lumineszenz zwischen den diffraktiven Auskop- 
pelelementen und den optoelektronischeri Detektionseinheiten zusatzlich polarisationsse- 
lektive optische Komponenten zu verwenden. 

Weitere Angaben zum Aufbau einer Messanordnung und der Wahl von Lichtquellen, op- 
tischen Elementen zur Fuhrung und Diskriminierung der Anregugungs- und Lumineszens- 
strahlung sowie Detektionseinheiten zur Bestimmung der Lumineszensstrahlung sind 
ausfuhrlich in der WO 95/331 97 und WO 95/331 98 beschrieben. 

Unter Venwendung von Messzellen. in welchen die Probenflussigkeit in Kontakt mit den diffrak- 
tiven Koppelelementen kommt. tritt das Problem auf. dass sich die Bedingungen fur die Ein- 
kopplung des Anregungsliehts durch molekulare Adsorption oder Bindung auf den Einkoppel- 
ementen andem konnen. Zusatzlich kann durch Anregung von ungebundenen lumineszenten 
Oder fluoreszenten l\/lolekulen mittels des Anteils des Anregungsliehts, das nicht in den Wellen- 
leiter eingekoppelt wird, sondem als nullte Ordnung ungebeugt in die Losung eintritt. Unter- 
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grundlumineszenz oder -fluoreszenz in der T.efe der Probe angeregt werden, welche uber die 
optischen Koppelelemente teilweise in den Wellenlelter einl^oppeln und die Genauigkeit und 
Empfrndlichkeit-dei^estirT^ - " -, 

in Analyti^rChemist^: B£^ 1 8 (1 990): Seitenn201 2-2017 wird eihe auf einem opti-- 

schen Weliehleiter mit Ein- und Auskoppeigitter aufgebrachte Durchflusszelle aus Silicon- 
Gummi beschrieben. Das Bin- und Auskoppeielement liegen im Bereich des Probenfiuss- 
kanals. Es werden mit dieser Anordnung Veranderungen der Lichtabsorption und des Bre- 
chungsindexes gemessen, ohhe eine selektive Wechselwirkung mit spezifischen Erken- 
nungselementen an der Wellenleiteroberfiache. Fur den Analyten. eine Farbstpfflosung bei 
der absorptionsabhangigen Messung beziehungsweise Flussigkeiten unterschiediicher 
Brechzahien bei der brechungsindexabhangigen Messung, werden Adsorptionserschei- 
nungen auf der Oberflache nicht in Betracht gezogen. Bei diesen sehr unempfindlichen 
Messungen sind tatsachlich die zu envartenden Anderungen des effektiven Brechungsin- 
dex fur einen im Wellenleiter gefuhrten Mode, selbst bei Adsorption einer Monolage von 
Moiekulen. vernachlassigbar gegenuber den starken Veranderungen des Brechungsinde- 
xes der zugefuhrten llosungen, im Gegensatz zu den zu erwartenden Storungen bei der 
. sehryiel empfindlic.heren Methode der Bestimmung der irn evaneszenten Feld erzeugten 
Lumineszenz. im Falie der brechungsindexabhangigen Messmethode auf Grundlage der 
Anderung des Ein- oder Auskoppelwinkeis ist der Probenkontakt mit den Koppelelementen 
selbstverstandlich sogar notwendig zur Erzeugung des Messignals. Aufgrund dieser Konfi- 
guration. mit innerhalb des Probenflusskanals befindlichem Ein- und Auskoppeielement. hat 
die Probenzelle ledigiich die Aufgabe der Abdichtung gegen Flussigkeitsaustritt. ohne jeg- 
jiche weitere Anspruche an optische Eigenschaften des Materials. 

Es wurde nun uberraschend gefunden. dass man dann mit Sensorplattformen die genann- 
ten Probleme ubenvinden kann. wenn die zur Probenaufnahme vorgesehene Schicht die 
Auskoppelemente zumindest im Bereich der gefuhrten Lumineszensstrahlung vollstahdig 
bedeckt und fur diese Strahiung im Bereich der Auflageflache transparent ist. 

Ein weiterer Gegenstahd der Erfindung ist eine Sensdrplattform aus einem planaren opti- 
schen Schichtwellenleiter. bestehend aus einem transparenten Trager und einer wellenlei- 
tenden Schicht. wobei der Wellenleiter wenigstens uber ein Auskoppeielement zur Aus- 
koppiung von Anregungsstrahlung verfugt. und auf dessen wellenleitender Schicht sich 
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eine weitere dicht verschliessende Schicht befindet. die wenigstens in einem Teilbereich 
der Anregungsstrahlung eine nach oben offene Ausspaaing. oder iiber einen Zuflusskanal 
^nond^Abf I □sskanal'^e^ 
probe aufweist, defen Tiefe wenigstens der Eindringtiefe des evaneszenten Feldes des im 
Wellenleiter gefuhrten Lumineszenslichts entspricht, und die Schicht aus einem Material be- 
steht, das wenigstens an der Auflageoberflache mindestens in der Eindringtiefe des eva- 
neszenten Feldes des im Wellenleiter gefuhrten Lumineszenslichts fur dieses Lumines- 
zenslicht transparent ist. und wobei das Auskoppelelement oder die Auskoppelelemente 
vom Material der Schicht wenigstens im Auskoppelbereich der Lumineszensstrahlung voll- r 
standig bedeckt ist. 

Die Tiefe der Aussparungen betragt bevorzugt wenigstens 1 ^im. besonders bevorzugt we- 
nigstens 10 |im. 

Fur den Wellenleiter gelten die zuvor angegebenen Ausfiihrungen und Bevorzugungenf 
einschliesslich der ein- und zeidimensionalen Anordnungen. 

Die eine Aussparung bildende Schicht ist wenigstens an der Auflageoberflache fur elektro- 
magnetische Strahlung im Bereich der Lumineszenzwellenlange transparent. Es kann sich 
um ein anorganisches Material wie zum Beispiel Glas oder Quarz oder um transparente or- 
ganische Polymere (organische Glaser) wie zum Beispiel Polyester. Polycarbonate. Poly- 
acrylate. Polymethacrylate oder Photopolymerisate handeln. Bevorzugt wird die Schicht yon 
einem Elastomer gebildet. Besonders geeignet sind Elastomere von Polysiloxanen, wie zum 
Polydimethylsiloxane, bei denen es sich um weiche und schmiegsame sowie oft selbst- 
haftende Materialien handelt. Die Materialien fur die Schicht sind bekanrit und sind zum Teil 
im Handel erhaltlich. 

Die Schicht mit wenigstens einer Aussparung kann mittels ubiicher Formgebungsverfahren 
hergestellt werden, zum Beispiel Giess- und Pressverfahren. oder mittels Schleif-. Stanz- 
und Frasverfahren aus entsprechend vorgeformten Halbzeugen. Die Schicht kann auch aus 
photopolymerisierbaren Substanzen bestehen. die mittels lithographischer Verfahren direkt 
auf die wellenleitende Schicht aufgebracht werden konnen. Weiterhin kann die Schicht aus 
im wesentlichen anorganischen Materialien wie Si oder SiOa bestehen. in welchen die Pro- 
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benbehaltnisse mittels Atzverfahren erzeugt werden, wobei im Bereich der Kontaktflache 
mit zu fiihrendem Lumineszenzlicht diese Materialien mindestens bis zur Eindringtiefe des 
evaneszenten^Feldes gefuhiten-uumineszenzliehtsr vorzugsweise^^b einer Tiefe von 
mindestens 1 \im, ganz besonders bevorzugt bis zu einer Tiefe von mindestens 10 ^m. 
mindestens bei der LumTneszehzwe^ transparent sind. ' " 

Mit sehr glatten Oberfiachen (Oberflachenrauhigl<eit im Nanometerbereich oder darunter) 
kann bei steif en Materialien die Selbsthaftung durch Adhasion zu dichten Verschiussen fuh- 
ren. Elastomere sind im allgemeihen selbsthaftend. Eine moglichst geringe Oberflachen- 
rauhigkeit ist auch sehr wiinschenswert. um eine Lichtstreuung zu unterdrucken. in diesen 
Fallen wird die Schicht vorzugsweise als separater Korper hergestellt und auf den Wel- 
lenleiter. an dessen Oberflache sich. gegebenenfalls auf einer zusatzlichen duhnen (d.h. < 
100 nm) Haftvermittlungsschicht, immobilisierte Erkennungselemente befinden konnen. in 
dicht abschliessenden Kontakt aufgebracht. 

Die Schicht kann aus einem einzigen, zumindest fur die Lumineszenzwellenlange der Ana- 
iytprobe transparenten und lumineszenzfreien Material bestehen oder auch als zweilagige 
Schicht vorliegeh. deren erste. welche mit der Wellenleiteroberflache in Kontakt gebracht 
wird, bei der Lumineszenswellenlange des Analyten transparent und lumineszenzfrei sein 
muss, wahrend die anschliessende Deckschicht dann vorzugsweise strahlungsabsorbie- 
rend ausgebildet ist. Dabei umfasst die Dicke der erste n Schicht in Kontakt mit der Wel- 
lenleiteroberflache wenigstens die Eindringtiefe des evaneszenten Feldes gefiihrten 
Lumineszenzlichts, d. h. etwa eine Wellenlange. Vorzugsweise ist diese erste Schicht 0,8 
nm bis 10 mm. bevbrizugter 0,01 mni bis 10 mm dick. 

In einer vorteilhaften Ausgestaltung werden Brechungsindexsprunge auf der wellenleiten- 
den Schicht. langs des Ausbreitbngsweges des bis zu den optischen Auskoppelementen zu 
fuhrenden Lumineszenzlichts. in der Auflageschicht minimiert. Dies kann dadurch erfolgen. 
dass die Begrenzung der Aussparung an der Auflage senkrecht zur wellenleitenden Schicht 
gerundet gestaltet ist. Gerundeter Uebergang senkrecht zur Oberflache des Wellenleiters. 
an den Begrenzungen der Aussparungen. bedeutet. dass ein rechter Winkel vermieden 
. wird. Die Rundung kann zum Beispiel Teil eines kreisformigen. parabelformigen oder 
hyperbelformigen Verlaufs sein. Bei weichen und schmiegsamen Materialien fur die Schicht 
bildet sich die Rundung durch das Anpressen auf den Wellenleiter von selbst aus. Die Run- 
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dung kann aber auch durch das Formgebungsverfahren vorgebildet werden. Brechungs- 
indexspriinge konnen auch minimiert werden. wenn die Aussparung in Richtung der Aus- 
"breitung des^LumineszenslicfTtes gegebenemalls konfinOierlich verjungf wird. Eine andere 
Moglichkeit besteht in der Wahl des Materials der die Aussparung bildenden Schicht mit 
einem Brechungsindex nahe oder gleich des Brechungsindexes der Analytprobe. 

Enthalt eine Sensorplattfonn eine Vielzahl von Sensorelementen und Probenbehaltnissen, 
kann es vorteilhaft sein. zur Unterdruckung von Streustrahlung und / oder des optischen 
Ubersprechens zwischen benachbarten Sensorelemienten entlang der Aussparungen Licht 
absorbierende Materialien vorzusehen, zum Beispiel Farbstoffe. Pigmente. Russ, 
Metalloxide oder Metalle. Diese Materialien konnen in dafur vorgesehenen zus^tzlichen 
. Aussparungen langs der Berandungen der Probenbehaltnisse, ausserhalb des; Bereichs der 
zu den Sensorelementen gehorenden optischen Auskoppelemente auf der Oberflache der 
wellenleitenden Schicht aufgebracht sein. Zweckmassig sind flachige Ausgestaltungen, die 
einfach mittels Streich- oder Bedampfungsverfahren herstellbar sind. Die Sensorplattform 
kann zum Beispiel so gestaltet sein, dass zwischen der Schicht und dem Wellenleiter beidseitig 
der Oder jeder Ausspaixing im Spektralbereich evaneszent angeregter Strahlung absorbierendes 
Dampfungsmaterial vorgesehen ist. oder dass das Dampfungsmaterial als Immersion flachig 
aufgetragen ist. oder dass Dampfungsausriehmungen vorgesehen sind, die mit Dampfungs- 
material fullbar sind. Wenn durchgehende wellenleitende Schichten mit mehr als einem diffrak- 
tiven Element vorhanden sind, ist es ebenfalls zweckmassig, die Elemente mittels absorbieren- 
der Materialien zu trennen. Die SiBnsorplattform kann auch so ausgestaltet sein. dass die Sen- 
sorelemente durch Entfemen eines schmalen Bereichs des Wellenleiters um die Elemente uh- 
terbrochen ist. 

Die erfindungsgemasse Sensorplattform kann in verschiedenen Ausfuhrungsformen voriie- 
gen, wobei zwischen Ausfuhrungsformen mit offener Aussparung (Ausfuhrungsfprm A) und 
geschlossener Aussparung (Ausfuhrungsform B, Durchflusszellen) unterschieden wird. 

Ausfuhrungsform A 

Die offenen Ausnehmungen konnen eine an sich beliebige Form aufweisen; die Kontakt- 
flachen zum Wellenleiter konnen zum Beispiel quadratisch, rechteckig, rund oder ellipsoid 
sein. Die Gestaltung von erfindungsgem^ssen Vorrichtungen kann zum Beispiel der Form 
bekannter Mikrotiterplatten entsprechen. Die geometrische Anordnung der Ausnehmungen 
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ist an sich beliebig, wobei zweidimensionale Anordnungen bevorzugt sind. Fur die Ausfuh- 
rungsform B dargestellte und beschriebene Vorrichtungen und Bevorzugungen konnen 
sinngemass auch fur die Ausfuhrungsform A angewendet werden. 

Ausfuhrungsform B 

Bei einer erfindungsgemassen Sensorplattform zur Erzeugung angeregter Lumineszenzstrah- 
lung, die wenigstens ein Auskoppelelement zur Auskopplung von im Nahfeld des Wellenleiters 
angeregter und in den Wellenleiter eingekoppeiter Lumineszenz angeregter Strahlung aus dem 
Wellenleiter aufweist, ist es zweckmassig, dass die als Flusszelle ausgebildete Schicht auch das 
Oder jedes Auskoppelelement bedeckt. In einer diesbezuglichen Weiterbildung ist vorgesehen, 
dass die Ausnehmung voHstandig neben Oder zwischen jedem Auskoppelelement angeordnet 
ist, so dass jedes Auskoppelelement frei von Probenmaterial ist. Dies hat den Vorteil. dass bei 
der Auskopplung von im Wellenleiter gefiihrter Lumineszenzstrahlung gleichbleibende, vom 
Probenmaterial unbeeinflusste Kopplungsbedingungeri herrschen. 

In Weitertjildungen sind mehrere AUsnehmungen vorgesehen, die zwischen den unterschied- 
lichen Sensorfeldem zugeordneten Bereichen der Sensorplattfom^ zu einer Unterbrechung einer 
Wellenleitung fuhren konnen, Dazu ist es zweckmassig. in diesem Anteil der Zwischenbereiche 
der zu den Sensorfeldem komplementaren Ausnehmungen, ausserhalb der zu den Sensorfel- 
dem gehorenden optischeri Kpppelelemente, beispielsweise vom ultraviotetten bis infraroten 
Spektralbereich absorbierendes Material vorzusehen, um ein Uberkoppein von Strahlungsan- 
teilen zwischen den Ausnehmungen zu unterbinden. Dies kann beispielsweise durch eine ab- 
sorbierende Schicht. die zwischen der Flusszelle und derri Wellenleiter aufgebracht wird. erfol- 
gen. In einem anderen Ausfuhrungsbeispiel sind dazu mit einer strahlungsabsorbierenden Rus- 
sigkeit fullbare Dampfungsausnehmungen in die Flusszelle eingebracht, die zu der gleichen 
Oberflachenseite wie die, Ausnehmungen geoffnet sind. 

Fur einen Einsatz im routinemassigen Analysebetrieb ist es weitertiin zweckmassig, dass die im 
Kontakt zum Wellenleiter stehende Schicht aus einem schmiegsamen Material besteht. das die 
wenigstens eine Ausnehmung bei Aufbringen auf den Wellenleiter dicht verschliesst. Dadurch 
ist es ohne weitere Hilfsmittel wie Dichtungen im Falle nach oben geschlossener Ausnehmung- 
en moglich, durch Auflegen einer Flusszelle auf den Wellenleiter leckfrei Probenmaterial durch 
die Flusszelle zu leiten. 



• • • • • • 

« • • • ••• - 

• • • t 

-19- 



Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine Vorichtung zur Messung von durch Anre- 
gungsstrahlung in einer Analytprobe erzeugter Lumineszens. bestehend aus " ~ 

a) aus einem optischen Schichtwellenleiter mit einem transparenten Trager und einer wel- 
lenleitenden Schicht; 

b) einer Analytprobe, die sich im Kontakt mit der wellenleitenden Schicht befindet; 

c) einer elektrischen oder optischen Energlequelle, die so angeordnet ist. dass sich die 
Elektroden der elektrischen Energiequelle im direkten Kontakt mit der Analytprobe befinden. 
Oder die Anregungsstrahlung der optischen Energiequelle in einem geneigten oder rechten 
Winkel direkt auf die Analytprobe gerichtet ist, oder einem Reservoir, enthaltend eine Che- 
mikalie. mit der eine Chemilumineszens im Kontakt mit der Analytprobe angeregt wird; und 

d) einer optoelektronischen Detektionseinheit zur Messung . der durch Einwirkung eines 
elektrischen Feldes oder Anregungsstrahlung erzeugten Lumineszensstrahlung. 

Bei den Wellenleitern a) handelt es sich bevorzugt um planare Wellenleiter. die uber wenig- 
stens ein Auskoppelement zur Auskopplung von Lumineszensstrahlung aufweisen. vor- 
zugsweise diffraktive Elemente. und entsprechende Sensorplattformen. 

Bei der Energiequelle c) handelt es sich bevorzugt um eine Lichtquelle und gegebenenfalls 
Fokussierlinsen. optischen Filter oder beides. deren Anregungsstrahlung in einem geneig- 
ten Oder rechten Winkel entweder von oben durch die Analytprobe und den Wellenleiter 
Oder von unten durch den Wellenleiter und die Analytprobe jeweils ausserhalb des oder der 
Auskoppelelemente gefuhrt wird. 

Fur die erfindungsgemasse Vorrichtung gelten anspnsten die zuvor dargestellten Bevorzu- 
gungen und Ausfuhrungsformen. Weitere Einzelheiten uber optische Wellenleiter. optische 
Elemente zur Fokussienjng. Filtem und Fuhnjng von Anregungs- und Lumineszenslicht sowie 
Detektionseinheiten fur die angeregte Strahlung sind in den WO 95/33197 und WO 95/33198 
beschrieben. 

Das erfindungsgemasse Verfahren und die Vorrichtung eignen sich generell zur Bestim- 
mUng von Lumineszenzlicht, das im optischen Nahfeld eines Wellenleiters erzeugt wird, 
zum Beispiel chemisch, elektrisch oder bevorzugt optisch erzeugte Lumineszenzstrahlung. 
Die optische Anregung wird besonders in der Affinitatssensorik angewendet, bei der man 
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unter Verwendung von geeigheten Fluorophoren und unter Immobiliserung von einem der 
Affinitatspartner die Bindung der Zielmolekule an ihre entsprechenden Erkennungselemen- 
"te-detektiertrDabei-konnen-die-immobilisierten-^ ei n - 
gebettet in grqssere funktionale Strukturen bis hin zu^ganzen Zellen angeordnet sein. Bei- 
spiele fur solche Analysen sind die Human-, Tier- und Pflanzendiagnostik. die biochemische 
Analytik. die Untersuchung von Reaktionsgemischen zur Prozesskontrolle, und die Umwelt- 
analytik. Die Analytproben sind bevorzugt flussig. und es sind problemlos Messungen selbst 
in truben Losungen moglich. Bei den Analytproben kann es sich zum Beispiel um Eigelb, 
B|ut, Serum. Plasma, Flussigkeiten von inneren Organen (zum Beispiel des Lymphsystems) 
Oder Pflanzenextrakte. Bodenextrakte, Wasserproben oder Synthesebruhen biochemischer 
Verfahren handeln. Das Verfahren ermoglicht zum Beispiel die qualitative oder quantitave 
(nach Eichung) Bestimmung von Antikorperh und Aiitigenen, Rezeptoren oder ihrer Li- 
ganden. Oligonukleotiden, DNA- oder RNA-Srangen, DNA- oder RNA-Analoga, Enzymen, 
Enzymsubstraten, Enzymkofaktoren oder Inhibitoren, Lektinen oder Kohlehydraten, Das 
Verfahren eignet sich auch fur ein Affinitatsscreening in der Suche und Entwicklung von 
pharmazeutischen oder agrochemischen Wirksubstanzen, zur Analyse in der kombinatori- 
schen Chemie. zur Geno-ZPhenotypisierung und Mutationsanalyse von Proteinen und DNA- 
oder RNA-Strangen, 

Figur 1 illustriert eine als Mikrotiterplatte ausgebildete Sensorplattform (1) mit vier Sensorfel- 
dern dar. Hierbei handelt es sich bei 2 um Aussparungen fur die Aufnahme einer Ana- 
lytprobe 3, die sich zentral zwischen vier Auskoppelgittern 4 befinden. Die Sensorfelder 
sind mit Strukturen 16 aus lichtabsorbierendem Material optisch getrennt. 

Figur 2 stellt eine erfindungsgemasse Messvorrivhtung dar. Hierbei stellt 1 eine als 
Mikrotiterplatte ausgebildete Sensorplatform dar. deren Sensorfelder sich zwischen Aus- 
koppelgittern 4 fur die Lumineszenzstrahlung 5,6 befinden. Die Analytproben 3 werden 
senkrecht durch das Sijbstrat 7 und die wellenleitende Schicht 8 mit Anregungslichtstrahlen 
9 beleuchtet. Die im Nahbereich in den Wellenleiter 8 eindringende und sich im Wellenleiter 
ausbreitende Lumineszenzstrahlung 5 wird uber die Auskoppelgitter 4 als diskrete Strahlen 
6 uber einen dichroischen Spiegelfilter 10 zur Abbildungsoptik 1 1, und yon dort zu einer 
Detektionseinrichtung 12 (CCD-Kamera oder Photoveryielfaltiger) geleitet. Die Anregungs- 
lichtstrahlen 9 werden uber die reflektierende Flache des dichroischen Spiegels (10) der 
Analytprobe (3) zugefuhrt. Die Anregungslichtstrahlen 9 entstammen einer Anregungslicht- 
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quelle (Laser) 13. Die Probenbehaltnisse sind als Ausparungen einer Abdeckschicht 14 
ausgebildet. die ausserhalb von im Nahbereich der Koppelgitter 4 angebrachten. optisch 
transparenten Zwischenscfiicfiten 15 aus lichtabsorbierenderrT Materi^ um opti- 

sches Ubersprechen zwischen benachbarten Aussparungen zu vermeiden. Neben einer ab- 
sorbierenden Abdeckschicht 14 konnen zusatzlich direkt auf der als Mikrotiterplatte 1 aus- 
gebildeten Sensorplatform zwischen den benachbarten Analytaussparungen Strukturen 1 
aus lichtabsorbierendem Material (z.B. Chrom) direkt auf der wellenleitenden Schicht aufge- 
bracht sein, um ein optisches Ubersprechen von im Wellenleiter 8 sich ausbreitendem Lu- 
mineszenzlicht 5 zu unterbinden. 

Das nachfolgende Beispiel eriautert die Erfindung naher. 
Beispiel: 

Die Wirksamkeit des Anregungsverfahrens im Volumen einer Analytprobe 3 wird mit einem 
DNA-Hybridlsierungsassay getestet. Der Wellenleiter besteht aus Corning Glas C7059 als 
Tragermaterial 7 und Ta205 als wellenleitender Schicht 8 (Schichtdicke 150 nm) und enthalt 
zwei Auskoppelgitter 5 mit einer Modulationstiefe von ca. 10 nm und einer Gitterperiode von 
320 nm. Die Aussparung fur die Analytprobe befindet sich in der Mitte der Gitter in einem 
Abstand von 5 mm. Zur Immobilisierung von Oligonukleotid-Erkennungselementen ist die 
wellenleitende Oberflache mit 3-Glycidoxypropyl-trimethoxysilan in Flussigphase (ortho- 
Xylol) silanisiert. Das folgende Oligonukleotid ist als Erkennungselement auf der funktiona- 
lisierten Silanschicht mit einer typische Belegungsdichte von 10% kovalent immobilisiert: 

Amino-(C6-Bruckengruppe)-5'-CACAATTCCACACAAC-3'. 
Die kovalente Bindung des Oligonukleotids erfolgt bber die freie Aminogruppe des 
Oligonukleotids und der Epoxidgruppe der Silanschicht. Immobilisiert wird mit einer 
Oligonukleotidkonzentration von 0.1 mM Oligonukleotid in 100 mM Bikarbonatpuffer bei pH 
8,7. 

Als Nachweis eines spezifischen Binduhgsassays dient die Hybrisisierung eines zum 
Erkennunngselement komplementaren, wahrend 3 Minuten im kontinuierlichen Fluss via 
Pufferlosung zugefuhrten Oligonukleotids. Das Nachweisoligonukleotid ist ebenfalls am 5'- 
Ende mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy5 markiert. Die Sequenz des Nachweis- 
oligonukleotids ist wie folgt gegeben: Cy5 - 5'-GTTGTGTGGAATTGTG-3\ 
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Das komplementare Oligonukleotid wird in steigenden Mengen von 0,5 bis 500 pM 
appiiziert' wobei vor jeder Applikation die Sensorobeillache mit NaOH (10 mM) regeneriert 



Die Anregungsflache in der Analytprobe fur das Laseriicht mit einer Wellenlange von 633 
nm betragt 0.5 mm^ und die Intensitat des Anregungslichts betragt 2,4 mW. Das Proben- 
behaltnis wirjd von der Substratseite aus in einem Winkel von etvi^a 45° zur Substfat- 
normalen beleuchtet. Die Beieuchtungsrichtung bildet zur Richtung des Fluoreszenzaus- 
koppellichtes 6 an einem Koppelgitter 5 ebenfalis einen Winkel von etwa 45* (bei nahezu 
senkrechter Auskoppiung) und halt somit durch die entgegengesetzten Anregungs- und 
Emissionsrichtungen sowie die ortlich voneinander getrennten Anregungs- uiid Emissions- 
orte das Untergrundsignal der Messung auf sehr niedrigem Niveau (und entsprechend nie- 
drigem Rauschen). 

Zur Bestimmung des optischen Antwortsignals wird das Verhaltnis von Nettosignal (maxi- 
males Sensorsignal minus. Hintergrundsignal in Puffer) zum Untergrundrauschen in Ab-, 
hangigkeit von der Korizentration angegeben. Das Messergebnis ist in nachfolgender Ta- 
belle dargestellt: 



Tabelle 



Konzentration (pM): 


0.5 


1 


5 


10 


, 25 


50 


500 


SignahRauschen: 


1.5 


,3.5 


11.7. 


53.5 


58.0 


118.8 


225,1 



Die Standardabweichungen der SignahRausch Werte aus drei hintereinader durchgefuhr- 
ten. konzentrationsabhangigen Messreihen betragt < 4 %. 
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Patentanspruche: 



1. Verfahren zur Ariregung und Bestimmung einer LOmineszens in einer Analytprobe. die 
sich mit der wellenleitenden Schicht eines optischen Schichtwellenleiters in Kontakt befin- 
det. dadurch gekennzeichnet, dass man die Lumineszens durch nicht-evaneszente Anre- 
gung im Volumen der Analytprobe erzeugt, und die im Nahbereich der Oberflache der wel- 
lenleitenden Schicht erzeugte Lumineszensstrahlung nach dem Eindringen in besagte wel- 
lenleitende Schicht zu der Messvorrichtung leitet und bestimmt. 

2. Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass Lumineszensstrahlung 
elektrisch, chemisch oder durch optische Strahlungsanregung erzeugt wird. 

3. Verfahren gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet. dass als Schichtwellenleiter ein 
planarer Wellenleiter mit Auskoppelelementen fur das Lumineszenslicht verwendet wird. 

4: Verfahren gemass Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass eine Sensorplattform ver- 
wendet wird, die eine ein- oder zweldimensionale Anordnung yon wenigstens zwei Wellen- 
leitern mit diffraktiven Auskoppelelementen aufweisen. 

5. Verfahren gemass Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass die Sensorplattform mit 
einer zweiten Schicht bedeckt ist, die im Bereich des gefuhrten Lumineszenslichts Ausspa- 
rungen fur die Aufnahme einer Analytprobe enthalt. 

6. Verfahren gemass Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass der planare Wellenleiter 
ein Oder mehrere diffraktive Elemehte zur Auskopplung der Lumineszensstrahlung enthalt. 
und die Analytprobe vor einem oder zwischen mehreren Auskoppelelementen angeordnet 
ist. 

7. Verfahren gernass Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Anregungsstrahlung 
der optischen Strahlungsanregung von der Gegenseite der wellenleitenden Schicht durch 
einen planaren Wellenleiter auf eine Analytprobe gerichtet wird. 

8. Vorichtung zur Messung von durch Anregungsstrahlung in einer Analytprobe erzeugter 
Lumineszens. bestehend aus 



a) einem optischen Schlchtwellenleiter mit einem transparenten Trager und einer wellen- 

leitenden Scfiicht; • - 

b) einer Analytprobe. die sich im Kontakt mit der wellenieitenden SchieRFtJSfmamr— - 



D) einer Mnaiyipi^w^. — ^ — — - 

c) einer elektrischeh oder optischen Energiequelle. die so angeordnet ist. dass sich die 
'Elektroden der elektTischen EnergiequeTle im d-.^^^^^^^^^ 

Oder die Anregungsstrahlung der optischen Energiequelle in einem geneigten oder rechten 
Winkel direkt auf die Analytprobe gerichtet ist. oder einem Reservoir, enthaltend eine Che- 
mikalie. mit der eine Chemilumineszens im Kontakt mit der Analytprobe angeregt wird; und 

d) einer optoelektronischen Detektionseinheit zur Messung der durch Einwirkung eines 
elektrischen Feldes oder Anregungsstrahlung erzeugten Lumineszensstrahlung. 

9. Vorichtung gemass Anspruch 8. dadurch gekennzeichnet. dass es sich bei den Wel- 
lenleitem a) um planare Wellenleiter handelt. die wenigstens ein Auskoppelement zur Aus- 
kopplung von Lumineszensstrahlung aufweisen. 

10 Sensorplattform aus einem pianaren optischen Schichtwellenleiter. bestehend aus 
einem transparenten Trager und einfer wellenieitenden Schicht. wobei der Wellenleiter we- 
nigstens uber ein Auskoppelelement zur Auskopplung von Anregungsstrahlung verfugt. und 
auf dessen wellenleitender Schicht sich eine weitere dicht verschliessende Schicht befindet. 
die wenigstens in einem Teilbereich der Anregungsstrahlung eine nach oben offene Aus- 
sparung oder uber einen Zuflusskanal und Abflusskanal verbundene. nach oben ge- 
schlossene Aussparung fur eine Analysenprobe aufweist. deren Tiefe wenigstens der Ein- 
dringtiefe des evaneszenten Feldes des im . Wellenleiter gefuhrten Lumineszenslichts ent- 
spricht und die Schicht aus einem Material besteht. das wenigstens an der Auflageober- 
flache mindestens in der Eindringtiefe des evaneszenten Feldes des im Wellenleiter gefuhr- 
ten Lumineszenslichts fur dieses Lumineszenslicht transparent ist. und wobei das Auskop- 
pelelement oder die Auskoppelelemente vom f^aterial der Schicht wenigstens im Auskop- 
. pelbereich der Lumineszensstrahlung vollstandig bedeckt ist. 
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Zusammenfassunq 
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Verfahren zur Anregung und Bestimmung einer Lumineszens in einer Analytproberdie-siel^ 
mit der wellenleitenden Schicht eines optischen Schichnwellenleiters in Kontakt befindet. da- 
durch gekennzeichnet. dass man die Lumineszens durch nicht-evaneszente Anregung im 
Volumen der Analytprobe erzeugt. und die im Nahbereicli der Oberfiache der wellenleiten- 
den Schicht erzeugte Lumineszensstrahlung nach dem Eindringen in besagte wellenleiten- 
de Schicht zu der Messvorrichtung leitet und bestimmt. 



Figur 2 
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